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(57) Abstract 

Phosphotriester compound of general formula (I); wherein R is a radical - (CH^n - S - X in which X is a radical (a) or 
-S-U, Z being O or S, and Y and U denote an alkyl, aryl or osidic radical, optionally substituted in particular by an OH, SH 
or NH 2 group, and n is from 1 to 4, preferably 1 or 2, and Nu is a radical consisting of a biologically active compound resi- 
due or the dephosphorylated residue of a compound that is biologically active when it carries a phosphate or phosphonate 
group. 

(57)Abrege 

La presente invention a pour objet un compose phosphotriester repondant a la formule generate (I) dans laquelle: R est un 
radical - (CH 2 ) n - S - X ou X represente un radical (a) ou -S-U, Z etant O ou S et, Y et U representant un radical alkyle, aryle 
ou osidique, eventuellement substitue notamment par un groupe OH, SH ou NH 2 et, n est egal a 1 a 4 de preference 1 ou 2 
et, Nu est un radical consistant en un reste d'un compose biologiquement actif ou le reste dephosphoryle d'un compose qui 
est biologiquement actif lorsqu'il porte un groupe phosphate ou phosphonate. 
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1 

COMPOSES B I OLOG I QUEMENT ACTIFS DE TYPE PHOSPHOTRIESTERS 

La pr6sente invention concerne la fonctionnalisation bior6versible 
de groupes phosphates ou phosphonates de composes biologiquement 
actifs. 

Plus particulierement la presente invention concerne des composes 
5 biologiquement actifs du type phosphotriesters portant des groupes 
phosphates ou phosphonates proteges par des groupes protecteurs 
bioreversibles en milieu intracellulaire. 

Les composes portant un groupe phosphate ou phosphonate ont une 
nature ionique charg6e negativement et un pH physiologique. L'activite 
10 therapeutique de tels composes est limit6e de ce fait par la faible diffusion 
k travers les membranes biologiques lipidiques de composes negativement 
charges. D'autre part, les composes portant des groupes phosphates sont 
sujets k une d6phosphorylation aisee par Taction des enzymes 
phosphatases dans le sang ou sur les membranes cellulaires qui 
15 dephosphorylent les composes substrats. En general, les composes 
phosphates ou phosphonates charges sont mal absorbes par 
administration orale et ne diffusent pas efficacement k travers les 
membranes cellulaires ou meme la barriere cerebrate de nature lipidique. 
Certains composes tels que les derives ou analogues de nucleosides 
20 sont actifs administr6s sous forme non phosphorytee, mais sont 
phosphoryies in vivo sous forme de m£tabolique monophosphate ou 
triphosphate pour fetre actifs. 

Ainsi les d6riv6s de nucleosides k activity antitumorale f tels que la 5- 
fluoro-uridine, la 5-fluoro-2'-d6soxyuridine ou la 1-p-D- 
25 arabinofuranosylcytosine exercent leur activity sous forme phosphoryiee. 

De meme, pour exercer leur activite antiproliferative, certains 
analogues de nucleosides ou de phosphononucieosides se doivent d'etre 
phosphoryies par des enzymes cellulaires -ou virales- en leur 
triphosphate correspondant ; celui-ci 6tant ensuite susceptible d'inhiber 
30 les polymerases virales et/ou cellulaires. 

Parmi les differentes classes structurales d'agents antiviraux, les 
2\3' -did6soxynucieosides sont des composes qui presentent une des 
meilleure efficacite lors du traitement du SIDA. Mais ces analogues de 
nucleoside doivent subir une biotransformation par des kinases cellulaires 
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pour exercer leur activity sur la replication du VIH, 1'agent gtiologique du 
SIDA. Cette m6tabolisation se fait par passage par le did€oxynucl£oside 5'- 
monophosphate puis le 5 '-diphosphate pour conduire au 5 '-triphosphate 
qui est un inhibiteur de la transcriptase inverse du VIH et qui interfere 

5 ainsi avec la biosynthese de l'ADN viral. 

Malgr£ leur grande potentiality th€rapeutique, les 2\3*- 
didesoxynucleosides souffrent de limitations notamment la faible capacity 
de certains d'entre eux k etre m£tabolis£s par les kinases en triphosphate. 
La 2\3'-did6soxyuridine S'-triphosphate par exemple, est un excellent 

10 inhibiteur de la transcriptase inverse (Z. Hao et coll., Proc. Am., Assoc. 
Cancer Res. 9 1956, 29. 348, EMatthes et coil. , Biochem. Biophys. Res. 
CommxiTL, 1987, 148. 78-85). Par contre son nucleoside est inapte k inhiber 
la replication du VIH in vitro. Des etudes ont montr€ que ce r£sultat est li6 
a la faible capacity du nucleoside k etre m£tabolis£ en son monophosphate 

15 par les kinases cellulaires (Z. Hao et coll. Mol Pharmacol. 1990, 2Z» 157- 
153). 

Ainsi, TAZT est successivement m£tabolisee en son triphosphate 
(AZTP) qui est un puissant inhibiteur de la reverse transcriptase du VIH. 
De m^me, r Acyclovir (ACV) est transform^ en son triphosphate (ACVTP) 

20 qui inhibe s£lectivement la DNA polymerase du virus de Pherpes. La 
premiere 6tape de l'activation des nucleosides (Nu) consiste en une 
monophosphorylation conduisant au monophosphate correspondant 
(NuMP). C'est cette premiere 6tape qui est la plus selective. 

Dans le but de passer outre cene etape cl€ de monophosphorylation 

25 enzymatique, on a d6ja propose d'administrer directement des NuMP, mais 
leur utilisation k des fins therapeutiques s'est heurt£e aux limitations et 
inconv^nients mentionnes ci-apres. 

Les composes port ant un groupe phosphate ou phosphonate ont une 
nature ionique chargee negativement k un pH physiologique. L'activit£ 

30 th£rapeutique de tels composes est de ce fait limine compte-tenu de la 
faible diffusion a travers les membranes biologiques lipidiques de 
composes negativement charges. En particulier les composes charges ne 
diffusent pas efficacement a travers les membranes cellulaires ni meme a 
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travers la barri6re c6rebrale de nature lipidique. D'autre part de tels 
composes sont sujets a une dephosphorylation aisee par Taction des 
enzymes phosphatases dans le sang ou sur les membranes cellulaires qui 
d6phosphorylent les composes substrats de ces enzymes. En general les 

5 composes phosphates ou phosphonates charges sont mal absorb6s par 
administration orale. 

On a cherche k transformer des mononucleotides en des 
phosphotriesters neutres susceptibles de traverser la membrane cellulaire 
et de deiivrer intracellulairement le phosphotriester mononucieotidique 

10 (NuMP) correspondant. Un tel concept a 6te aborde par divers auteurs 
depuis de nombreuses annees, mais s ; est avere decevam. Les derives 
obtenus pr6sentaient en general soit une toxicity trop importante soit une 
stability extracellulaire insuffisante et n'apportaient fmalement aucune 
amelioration au plan de Tactivite biologique. 

15 Ainsi Tutilisation de structures nucieosidiques phosphoryiees 

comprenant des groupements protecteurs bior6versibles de type 
acyloxymethyle ou acyloxybenzyle a €i€ propos6e pour des derives 
nucleosides anti-tumoraux tels ceux de la 5-fluorouracile dans les brevets 
WO n° 9008155 et WO 9119721. Toutefois ces composes ont une stability 

20 chimique limine, et generent in vivo des metabolites formaldehydes 
toxiques. lis sont en outre peu solubles et leur rendement de preparation 
chimique est faible. 

Le but de la presente invention est done de fournir d'autres types de 
groupements bioreversibles pouvant etre associes notamment k des 

25 structures mononucl6otidiques ou autres de sorte que leur activite 
biologique s'en trouve augmentee, en particulier en ce qui concerne les 
composes derives ou analogues de nucleosides k activite anti-virale, et ne 
presentant pas les inconvenients pr6cit6s. 

La presente invention propose d'utiliser de nouveaux groupements 

30 caract6ris6s par la presence de liaisons enzymo-labiles -S+S- et/ou -S-fC=Z 
qui conduisent apres activation enzymatique k la formation 
d'intermediaires instables lib6rant seiectivement le monophosphate ou 
monophosphonate correspondant. 
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La pr6sente invention a plus precisement pour objet le compost 
repondant k la formule generate I : 

O 

RD — P — Nu (I) 

5 

dans laquelle : 

- R est un radical -(CH2) n - s -X 

ou : - X represente un radical -C-Y ou -S-U, 

Z 

10 - ZetantOouS, 

- Y et U representant un radical alkyle, aryle ou osidique, 
6ventuellement substitue notamment par un groupe OH, SH ou NH et, 

- n est 6gal k 1 k 4 de preference 1 ou 2 et, 

- Nu est un radical consistant en un reste de compose biologiquement 
15 actif ou le reste dephosphoryie d'un compose qui est biologiquement 

actif lorsq'il porte un groupe phosphate ou phosphonate. 

Lorsque dans la formule (I) Nu est lie au phosphore par une liaison 
P-O, le compost de formule (I) selon ^invention porte un groupe 
phosphate et constitue done un compose phosphotriester. 
20 Lorsque Nu est lie au phosphore par une liaison P-C, le compose de 

formule (I) selon Tinvention porte un groupe phosphonate. 

Les m6canismes de bior6versibilite des radicaux R se font par une 
coupure enzymatique des liaisons S-X et une liberation des restes (CH2)n-S 
selon un mecanisme illustre par les exemples repr6sentes figure 1, 
25 On cite en particulier pour Y et U comme groupement alkyle, un 

alkyle en Ci k C7 ; comme groupement aryle, les radicaux phenyle et 
benzyle et, comme radicaux osidiques, le glucose, le mannose ou le 
rhamnose. 

Dans un mode de realisation, lorsque X represente SU de preference 
30 U represente le radical -(O^n 1 - Xi ou X x repr6sente H, OH, SH, ou NH 2 et „ 1 
est egal k 1 k 4, de preference 1 ou 2. 

On cite en particulier les composes (I) dans lesquels R repr6sente 
-(CH 2 )2-S-S-(CH 2 )2-OH. 



t 
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Dans un autre mode de realisation lorsque X represente -C-Y, de 
facon appropriee Y repr6sente CH3 ou tBu. Z 

On cite en particulier les composes (I) pour lesquels R repr6sente 
-(CH 2 ) n -S-C-CH 3 ou (CH 2 ) n -S-C- tBu avec n « 1 ou 2. 
5 0 0 

Dans un mode de realisation avantageux de la pr^sente invention 
des composes (I), on cite en particulier les composes pour lesquels Nu 
represente un reste en 5' de nucleoside naturel ou de derive de nucleoside 
naturel therapeutiquement actif ou dont le derive 5-(0)-monophosphate 
10 ou 5 , -(C)-monophosphonate est therapeutiquement actif. 

Ces composes de formule (I) ont en g6n6ral une activite anti-virale 

ou anti-tumorale. 

On cite plus particulierement les composes de formule (I) pour 
lesquels Nu repr6sente un reste en 5' de 2\3*- dideoxynucieoside ou 2\3 f - 
15 didehydronucl6oside. 

Parmi les composes (I) derives de dideoxynucieosides k activite 
antivirale on cite plus particulierement les composes (I) pour lesquels Nu 
est un reste en 5' de la ddU (did6oxyuridine) t la ddT (dideoxythymidine), la 
ddC (dideoxycytidine), l'AZT (3*-azido, 2\3'-dideoxythymidine) ainsi que 
20 leurs derives substitues notamment sur la base pyrimidique ou en 2* et 3* 
du cycle osidique. 

La ddT, la ddC ou l'AZT illustrent les radicaux Nu qui representent un 
reste en 5* de derive de nucleoside naturel therapeutiquement actif. 

La ddU illustre les radicaux Nu qui representent un reste en 5* d'un 
25 derive de nucleoside qui n'est actif que sous forme phosphoryl6e. La ddU 
(dideoxyuridine) n'est pas monophosphoryiee en2ymatiquement in vivo. 
Seul son triphosphate est un inhibiteur de polymerase et lui confere une 
activite anti-virale. 

Parmi les composes (I) a activite anti-tumorale on cite en 
30 particulier les composes pour lesquels Nu repr6sente un reste en 5' des 
derives 5-fluoro-uridine ou 5-fluoro-2'-desoxyuridine ou 1-p-D- 
arabinofuranosylcytosine. Ces composes illustrent Tinteret de la 
fonctionnalisation selon Tinvention pour contourner la resistance 
acquise k certaines drogues nucieosidiques lorsque cette resistance est due 
35 a une perte de leur aptitude k etre monophosphoryie comme c'est souvent 
le cas en chimiotherapie anti-tumorale. 
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Selon une autre variante de realisation de l'invention dans les 
composes (I) le radical Nu represente un reste d'analogue de nucleoside tel 
qu'un carbonucleoside (nucleoside dont l'oxygene du cycle osidique est 
remplace par un carbone), un phosphononucleoside (nucleoside dont 
5 l'oxygene en 5* est remplace par un carbone) ou un derive" de base purine 
ou pyrimidine du type acyclonucieoside c'est a dire ne comportant pas de 
cycle osidique tel que l'ACV (aciclovir) ou un radical methoxyalkyl- 
purine ou- pyrimidine de formule CH 2 -0-alkyl -purine ou- pyrimidine. 

Les composes (I) pour lesquels Nu repr6sente un radical 
10 methoxyalkyl -purine ou- pyrimidine illustrent les composes 
phosphonates. II s'agit en l'espece de composes anti-viraux phosphonyl- 
methoxyalkyl-purine ou- pyrimidine parmi lesquels on cite en particulier 
le PMEA, l'HPMPA ou l'HPMPC dont les formules sont donn6es dans les 
figures 3 et 4. 

15 La presente invention a done en particulier pour objet des composes 

dans lesquels Nu est un radical 3-hydroxy-2-methoxypropyl-purine ou- 
pyrimidine de formule : -CH 2 -0-CH(CH 2 OH)-CH2- purine ou- pyrimidine ou 
un radical 2-m6thoxyethyl-purine ou- pyrimidine de formule -CH2-O-C2H4 
-purine ou- pyrimidine et par exemple les composes (I) pour lesquels Nu 

20 est un radical methoxy-ethyl adenine ou 3-hydroxy -2-methoxypropyl 
cytosine. 

Lorsque Nu represente un reste dephosphoryie (dephosphate ou 
dephosphonate) d'une molecule qui est biologiquement active lorsqu'elle 
est sous forme- phosphate ou phosphonate, la fonctionnalisation selon 
25 l'invention peut permettre d'une facon generale de moduler les 
parametres physico-chimiques et biophysiques de ladite molecule 
comprenant un groupe phosphate ou phosphonate. Le compose (I) peut 
alors par exemple consister en un compose phosphopeptide ou 
phospholipide. 

30 
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-sque Nu repr£sente un reste de nucleoside, de derive ou 
d'analogue de nucleoside ceux ci peuvent etre des enantiomeres D ou L 

Les composes selon l'invention peuvent etre prepares par des 
proc6des connus de l'homme de Tart. 
5 En particulier la presents invention a pour objet un proc^de de 

preparation des composes selon l'invention caracterise en ce que l'on 
prepare un compose de formule (I) dans lequel les groupes fonctionnels de 
R, et eventuellement de Nu, sont proteges par des groupes protecteurs 
appropries puis Ton deprotege lesdits groupes fonctionnels de R, et 
10 eventuellement de Nu, pour obtenir les composes de formule (I). 

En particulier de facon appropriee on fait reagir un compose de 
formule (II) : 

O 

It , 
CT- P-Nu 

ou Nu est eventuellement protege, avec le compose de formule (III) X-S- 
(CH2)n-OH ou X est protege pour obtenir ledit compose de formule (I) 

prot6g6 que Ton d6prot6ge ensuite. 

Dans un mode de realisation particulier, la reaction entre les 
20 composes de formule (II) et (III) se fait en presence d'un agent de 
condensation tel que le MSNT dans de la pyridine. 

D'autres proc6des de preparation sont illustres dans les exemples 
qui suivent dans lesquels apparaitront egalement d'autres caract6ristiques 
et avantages de la presente invention. 
25 La description fait reference aux figures 1 k 6, dans lesquelles : 

- La figure 1 represente des mecanismes de decomposition des 
groupements bior6versibles sous activation enzymatique. Le meme 
m6canisme se produit pour les deux groupes R. 

- La figure 2 represente le mecanisme de decomposition du groupe 
5 bioreversible du compose de l'exemple 2. 

- La figure 3 repr6sente la formule de certains composes selon 
l'invention. 
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- La figure 4 represente un schema de preparation de composes 
prepares a l'exemple 1 et la formule des composes HPMPA et HPMPC. 

- La figure 5 represente les schemas de preparation de composes 
prepares aux exemples 2 et 3. 

5 - La figure 6 represente le schema de preparation de composes 

prepares a l'exemple 4. 

L'interet de cette invention residant dans la difference de stabilite 
des phosphotriesters mononucleotidiques entre les milieux extra- et intra- 
cellulaires, il est tout d'abord montre que la decomposition de l'un des 
composes decrits dans l'invention (exemple 2) repond bien aux criteres 
5 precedemment ennonces et s'effectue selon le mecanisme presente 
figure 2. 

La technique HPLC "1SRP on line" ("On-line Internal Surface 
Reversed-Phase Cleaning : The Direct HP1C Analysis of Crude Biological 
Samples', A. POMPON, I. LEFEBVRE et j.L. IMBACH, Biochemical 

10 Pharmacology, 4i 1769-1775 (1992) ) a ete utilise pour cette etude, le 
compose etudie etant respectivement incube dans le milieu de culture 
(RPMI / 10% serum inactive) et dans un extrait cellulaire total (CEM). 

Le compose de l'exemple 2 presente un temps de demi-vie de 9 
heures en milieu de culture et de moins de 5 minute en extrait cellulaire. 

15 La liberation intracellulaire de NuMP correspondant est corroboree par la 
mise en evidence d'une activite biologique, alors que le nucleoside 

constitutif est inactif. 

De plus, dans la mesure ou l'etape determinant la vitesse 
deactivation du phosphotriester en mononucleotide est hautement 
20 dependante de la cinetique d'hydrolyse enzymatique initiale, une 
variation de la nature des groupements enzymo-labiles conduit a une 
modulation des parametres pharmacocinetiques de la drogue et aboutit a 

des effets retard. 

Ces donnees valident clairement l'interet de l'invention. 
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Les chromatographies sur couche mince ont ete realisees sur 
plaques de silice Merck 60F 254 (art. 5554). Les chromatographies sur 
colonne de gel de silice ont ete effectuees avec de la silice Merck 60 H (art. 
7736) ou avec de la silice silai.isee RP2 Merck (art. 7719). 

5 Avant analyse ou lyophilisation, les solutions ont ete filtrees sur filtre 
MUlex HV-4 (Millipore). 

Les spectres UV ont ete enregistres sur un spectrophotometre 
UVIKON810. . 

Les spectres de masse cnt ete pris sur un appareil JEOL JMS DX 
10 300 par la methode d'ionisation FAB en mode positif ou negatif dans une 
matrice de glycerol (G), glycerol/thioglycerol (GT) ou d'alcooi 3- 
nitrobenzylique (NBA). 

Les spectres RMN du proton ont 6te enregistres sur un appareil 
Varian EM 360 ou sur appareil Bruker AC 250. 
15 Les deplacements chimiques sont exprimes en ppm par rapport au signal 
du tetramethylsilane (TMS). 

La multiplicity et l allure des signaux observes par RMN sont indiquees par 
une (ou plusieurs) lettre(s) : s (singulet). d (doublet), t (triplet), m 
(multiplet). 1 narge). 

20 Les spectres RMN du phosphore ont ete enregistres sur un appareil Bruker 
WP 200 SY avec decouplage du proton. 

Les deplacements chimiques sont exprimes en ppm par rapport au signal 
de H3PO4 pris coxnxne reference externe. 

25 

Exemple 1: 

0-(2\3*-dld€soayurldln-5 t -yl) O.O'-bistS-acttyi 2-thio*thyl)phosphate (1) 

(Schema en figure 4) 

30 

2-Hydroxy*thyl acetyl sulfide (g) 

Une solution de 1.0 ml (14 mmoL) d'acide thioacetique dans 5 ml de 
35 toluene est traitee avec 0.90 ml (12 mmol.) d'iodo^thanol en presence de 
1.7 ml (12 mmol.) de 1.8-diazabicyclo-(5.4.0) undec-7-ene (DBU) pendant 2 
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heures. Le milieu reactionnel est diluS avec du dichloromethane et lave 
avec de leau. La phase organique est sechee sur sulfate de sodium et 
evaporee. Le brut obtenu est purine sur colonne de gel de silice (eluant : 
methanol (0-4%) dans le dichloromethane) pour conduire a 1.2 g (85%) de 
5 sous forme d'huile. 

1 : RMNlH (DMSO-dtf : d = 2.32 (s. 3H. CH 3 ): 2.91 (t. 2H. CH 2 S. J = 6.6 
Hz); 3,45 ( pseudo q. 2H. CH 2 OH. J = 6 Hz): 4.97 (t, 1H, OH) ppm. 

0-(2\3 , ^desoxyuridin-5 , -yl)-hydrogenopho8phonate (6) 

Une solution 1.5 M d'acide phosphoreux (165 ml. 247 mmol.) dans 
la pyridine anhydre est ajoutee a 5.25 g de 2 , .3'-didesoxyuridine (24.7 
mmol.) et est traitee avec 16.8 ml de chlorure de ptvaloyle (136 mmol.). 

15 Apres 3 heures de reaction, une solution aqueuse 1 M de bicarbonate de 
triethylammonium est ajoutee jusqu'a neutralisation et le solvant est 
evapore sous pression reduite. Lhuile obtenue est chromatographiee sur 
colonne de gel de silice (eluant : methanol (0-35%) dans le 
dichloromethane) pour conduire a fi. Le produit est reprts dans du 

20 methanol et est filtre sur filtre Millipore. ^evaporation du solvant donne 
7.10 g (76%) de fi (forme triethylammonium) suffisamment pur pour la 
suite de la synthese. Un echantillon de plus grande purete est obtenu 
apres une purification supplemental par chromatographie sur couche 
mince de gel de silice utilisant un melange d'isopropanol. ammoniaque. 

25 eau (8: 1: 1:) comme eluant. Le produit sous forme ammonium est extrait de 
la silice avec du methanol, le solvant est chasse par evaporation et le 
residu est repris a leau. filtre sur filtre Millipore et lyophilis€. 

fi: UV (H 2 0) : lmax = 262 nm (e 9940): lmin = 230 nm (e 2080) 
30 SM (FAB negatif, GH : 275 (M)" 

RMNlH (DMSO-d^ : d = 1.78-2.05 (m. 3H. H-2\3\3"): 2.18-2.45 (m. 1H. 

H-2")' 3.65-3.95 (m. 2H. H-5 .5"): 4.11 (m, 1H. H-4'): 5.55 (d. 1H. H-5. J = 

8,1 Hz): 5.95 (dd. 1H. H-1'. J = 6.8 et 3.8 Hz): 6.63 (d. 1H. HP. J = 592 Hz): 

7.87 (d. 1H. H-6. J * 8.1 Hz) ppm 
35 RMN 31 P (DMSO-d^ : d « 1.60 ppm. 
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0-(2\3'-didesc«yuridin-5-yl) 0.0'-bis(S-acetyl 2-thioethyi) phosphat 
0) 

Une solution de 200 mg (0,530 mmol.) de lhydrogenophosphonate § 
5 de la 2 , .3 -didesoxyuridlne dans 5 ml de pyridine est traitee avec 196 ul de 
chlorure de pivaloyle pendant 30 minutes. 159 mg (1,33 mmol.) de 2- 
hydroxyethyl acetyl sulfide (§) sont ajoutes et la reaction est laissee 2 
heures sous agitation. Le phosphite forme est oxyde a l aide d une solution 
d iode a 2% dans un melange pyridine-eau (98:2) jusqu a coloration 
«o riersistante (7-8 m!)- Le solvant est evapore sous pression reduite. Le brut 
obtenu est coevapore avec du toluene et chromatographic sur colonne de 
gel de silice (eluant : methanol (0-6%) dans le dichloromethane) pour 
conduire a 65 mg (25%) du compose 1 sous forme d'huile. 

15 1: UV (EtOH) : lmax = 262 nm (e 9400): lmin = 230 nm (e 2500) 
SM (FAB posiuf) : 497 (M+H) + 

RMN*H (DMSO-d6) : d * 1.73-2.13 (m. 3H. H-2 .3 , ,3"): 2.20-2.4 (m. 1H. H- 
2"): 2.356 et 2.360 (s et s. 3H et 3H. 2 CH3): 3.13 (t. 4H. 2 CH 2 S. J = 6.4 
Hz): 4.00-4.26 (m. 7H. H-4'. 5 .5" et 2 CH 2 CH20P): 5.60 (d. 1H. H-5. J = 
20 8.1 Hz): 6.01 (dd. 1H, H-l 1 . J « 4.2 et 7.0 Hz): 7.64 (d, 1H. H-6. J = 8.1 Hz): 
11.3 (si. 1H. NHCO) ppm. 
RMN 31 P (DMSO-d^ : d = -1.21 ppm. 



25 Exemple 2: 

O.O'-Bis (S-(2-bydroTyethylsufidyl) 2-thloethyl) 0-(2'.3'-dldesoxyurldin- 
5'-yl) phosphate (2J. 
(Schema en figure 5) 

30 

. o.O'-Bis (S-(0-(4-methoxytrityl) 2-oxcthyisufidyl) 2-thloethyl) phosphate 

35 A une solution de 0.910 g (13.4 mmoles) d imidazole dans 18 ml de 

pyridine a 0*C sont ajoutes 0.406 ml (4.45 mmoles) d'oxychlorure de 
phosphore. Le melange est agite 30 minutes a temperature ambiante puis 
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ajoute a 3.80 g (8.91 mmoles) de mono-0 (4-methoxytrityl) dithiodiethanol 
(7J. Apres 18 heures. le melange reactionnel est traite avec une solution 1 
M d'acetate de triethylammonium. Les prodults de la reaction sont extrait 
avec du dichloromethane et la phase organique est lavee avec de l'eau. 
5 sechee sur sulfate de sodium, concentree sous pression reduite et 
coevaporee avec du toluene. Une purification sur colonne de gel de silice 
(eluant : methanol (0-10%) dans le dichloromethane) conduit a 2.2 g (48%) 
de fi sous forme de sel de triethylammonium. 

;g S : SM (FAB negatlf. NBA) : 313 u«1. 

RMN*H (DMSO-d6) : 1.14 (t. 9H. (CH3CH 2 )3NH+ J = 7.3 Hz): 2.78 (t. 4H. 
2 SCH2CH2OP. J = 6.4 Hz). 2.86 (t. 4H. 2 SCE2CH2OMTY. J = 6 Hz): 2.99 
(q. 6H. (CH 3 CH2)3NH+. J = 7.3 Hz): 3.21 (t. 4H. 2 CH^OMTr, J * 5,9 Hz): 
3.71 (s. 6H. 2 CH3O): 3.87 (m. 4H. 2 CH 2 OP): 6,82-7,45 (m. 28H, 2 Tr) 

is ppm. 

RMN^P (DMSO-d6) : - 2.70 ppm. 

O.O'-Bis tS-f2-hydrozy6thylsufidyl) 2-thioethyl) 0-(2\3 , -didesoxyuridin- 
20 5'-yl) phosphate (2). 

Un melange de 666 mg (0.655 mmoles) de fi et de 139 mg (0.656 
mmoles) de 2\3'-didesoxyuridine dans 5 ml de pyridine est traite avec 486 
mg ( 1.64 mmoles) de l-(2-mesitylenesulfonyl) 3-nitro 1.2.4-triazole. Apres 

25 30 heures. le melange reactionnel est dilue avec du dichloromethane. lave 
avec une solution aqueuse 1M d'acetate de triethylammonium. puis avec 
de l'eau. La phase organique est sechee sur sulfate de sodium concentree 
sous pression reduite. coevaporee avec du toluene et chromatographiee 
sur colonne de gel de silice (eluant : methanol (0-4%) dans le 

30 dichloromethane). Le phosphotriester protege partiellement purine est 
traite avec 5 ml du melange acide acetique/eau/m6thanol (8:1:1) pendant 
24 heures. Les sohrants sont chasses par evaporation sous pression 
reduite et l'huile obtenue est coevaporee avec du toluene. Une purification 
sur colonne de gel de silice (eluant : methanol (0-6%) dans le 

35 dichloromethane) suivie d'une purification sur colonne de silice silanisee 
(eluant : ethanol (0-40%) dans l'eau) conduit a 52 mg (14%) du compose 2 
apres lyophilisation dans le dioxanne. 
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2 : UV (EtOH) : X max 261 nm (e 9900) 
X min 231 nm (e 3100). 

SM (FAB positif. GT) : 565 (M+H)+: 489 (M-SCH 2 CH 2 0H+2H) + : 429 (M- 
5 HOCH2CH2SSCH2CH2+2H) + . 

RMN*H (DMS0-d6) : 1.63-1.9 (m. 1H. H-3y. 1.9-2.10 (m. 2H. H-2 .3"): 

2.33-2.40 (m. 1H. H-2"): 2.80 (t, 2H. HOCH2CH2S, J * 6.4 Hz): 2.81 (t. 2H. 

HOCH2CH2S- J - 6 - 4 300 (t - 4H ' 2 SOfaCa^OP. j = 6 3 m . 3>6l 

(pseudo q. 4H. 2 HOCH 2 . J = 6 Hz). 4.07-4.32 (m. 7H. H-4\5\5" et 2 
10 CH2CH 2 OP): 4. By It. zn, z nu, o = n*j; u.us7o vu. w - o.x 11*1. 

5.604 (d. 1H, H-5. J = 8.1 Hz): 6.00 (dd. 2H. 2 H-l\ J * 4,1 et 7.9 Hz): 7.65 

(d. 2H. 2 H-6. J * 8.0 Hz): 1 1.31 (si. 1 H. NHCO) ppm. 

RMN 31 P (DMSO-d6) : - 0.880 ppm. 

15 

Exemple 3: 

O.O'-Bi^ (S-(2-hydroxyethylsufidyl) 2-thioethyl) 0-(3'-azldo 3-desoxy- 
thymidin-S'-yl) phosphate (3J. 

20 (Schema en figure 5) 



Un melange de 666 mg (0.655 mmoles) de g et de 193 mg (0.722 
mmoles) de 3-azido 3'-desoxythymidine dans 5 ml de pyridine est traite 

25 avec 486 mg ( 1.64 mmoles) de l-(2-mesitylenesulfonyi) 3-nitro 1.2.4- 
triazole. Apres 24 heures, 194 mg (0.656 mmoles) de l-(2- 
mesitylenesulfonyl) 3-nitro 1.2.4 triazole sont rajoutes et la reaction est 
laissee 24 heures supplementaires. Le melange reactionnel est alors dilue 
avec du dichloromethane. lave avec une solution aqueuse 1M d acetate de 

30 triethylammonium. puis avec de l'eau. La phase organique est sechee sur 
sulfate de sodium, concentree sous pression reduite. coevaporee avec du 
toluene et chromatographiee sur colonne de gel de silice (eluant : methanol 
(0-2%) dans le dichloromethane). Le phosphotriester protege partieUement 
purifie est traite avec 5 ml du melange acide acettque/eau/methanol 

35 (8:1:1) pendant 24 heures. Les solvants sont chasses par evaporation sous 
pression reduite et l'huile obtenue est coevaporee avec du toluene. Une 
purification sur colonne de gel de silice (eluant : methanol (0-6%) dans le 
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dichloromethane) conduit a 130 mg (29%) du compose 3 apres 
lyophilisatlon dans le dioxanne. 

3 : UV (EtOH) : \ max 264 nm (e 9600) 
5 X min 234 nm (e 2100). 

SM (FAB positif. GT) : 620 (M+H)+; 544 (M-SCH 2 CH20H+2H)+ 

RMN*H (DMSO-d6) : 1.80 (s. 3H. CH 3 ): 2.26-2.5 (m. 2H.H-2'.2 H ): 2.796 (t. 

2H. HOCH2CH2S. J = 6.4 Hz): 2.802 (t. 2H. HOCH2CH2S. J 6.4 Hz): 

2.99 (t. 4H. 2 SCH2CH2OP. J • 6.3 Hz): 3.61 (pseudo q. 4H. 2 HOCH2- J - 
10 6 Hz): 4,02 (m, 1H, H-4 ): 4,09-4,44 (m T 6H ; H-5' : 5" et 2 CH2CH2OP): 4.48 

(m. 1H, H-3 ): 4.90 (t. 2H. 2 HO. J = 5.3 Hz): 6.14 (t 1H. H-l\ J = 6.6 Hz): 

7.49 (s. 1H. H-6): 11.37 (si. 1H. NHCO) ppm. 

RMNSlp (DMSO-d6) : - 0.954 ppm. 

15 

Exemple 4: 

9-(2-(0.0 , -BlB(S-(2-hydroxy6thylsiifidyl)-2-thlc>6thyl)phosphonyl- 
m6thoxy-^thyi)aritolne (4). 

20 (Schema en figure 5) 

N6-(4-Methoxy1xltyl)9-(2-diethQxyphosp (10) . 

25 Une solution de 3.93 g (11.9 xnmoles) de 9- 

(diethoxyphosphonylmethoxyethyl) adenine (9) (A. Holy et coll.. Collection 
CzechosJovak Chem. Commun. 52. 2792. 1987) et de 146 mg (1.19 
mmoles) de 4-dimethylaminopyridine dans 50 ml de dichloromethane est 
traltee avec 3.31 ml (23.8 mmoles) de triethylamine et 7.35 g (23.8 

30 mmoles) de chlorure de 4-methoxytrityle pendant 4 heures. Le melange 
reactionnel est ensulte dilue avec du dichloromethane et lave avec une 
solution aqueuse d'hydrogenocarbonate de sodium puis avec de l'eau. La 
phase organique est sechee sur sulfate de sodium et concentree sous 
pression reduite. Une chromatographic sur colonne de gel de silice (eluant 

35 : methanol (0-3%) dans dichloromethane) permet d'isoler 5.43 g (84%) du 
compose 10 . 
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10 : UV (EtOH) : Jl max 275 nm (e 27200) 
X min 246 nm (e 1 1200). 
SM (FAB negatif. GT) : 601 (M-H)': 406 (AMTr)-: 328 (M-MTr)- 
RMNiH (DMSO-d6) : 1.10 (t. 6H. 2 CH3CH2. J = 7.0 Hz): 3.71 (s. 3H. 
5 CH3O). 3.80-3.98 (m. 4H. PCH2 et CH2CH2): 3.88 (q. 4H, 2 CH3CH2, J ■ 
8 Hz): 4.33 (t. CH2CH2. J c 4 - 8 6.80-7.37 (m. 14H. TV): 7.91 (s. 1H. H- 
8): 8.18 (s. H-2)ppm. 
RMN 31 P (DMSO-d6) : 21.35 ppm. 

iO 

N € -(4-M6thoxytrltyl) 9-(2-phospbonylxnethaxyetbyi) adenine fill . 

Une solution de 5,00 g (8.31 mmoles) de JJJ dans 29 ml d'acetonitrile 
est traitee avec 3.29 ml (24.9 mmoles) de bromure de trimethylsilyle 

15 pendant 14 heures. L'exces de reactif et le solvant sont chasses par 
evaporation sous pression reduite. L'huile obtenue est reprise avec du 
bicarbonate de triethylammonium et concentre sous pression reduite. La 
purification est realisee par chromatographic sur colonne de gel de silice 
(eluant : methanol (0-50%) dans le dichloromethane). Apres filtration en 

20 solution dans du dichloromethane. 3.4 g (63%) de ii sont isoles sous 
forme de sel mixte d'acide et de triethylammonium (1:1). 

11 : SM (FAB negatif . GT) : 544 (M-H)': 272 (M-MTr)". 

RMN^H (DMSO-d6) : 1.11 (t. 9H. (CH3CH 2 )NH + . J * 7.3 Hz): 2.96 (q. 6H. 
25 (CH3CH2)NH+ J ■ 7.3 Hz): 3.34 (d, 2H, PCH2, *J - 8.4 Hz): 3.68 (s. 3H. 
CH3O): 3.8 (m, 2H. CH2CH2): 4.27 (t. CH2CH2. J = 4.5 Hz): 6.65-7.35 (m. 
14H. Tr): 7.83 (s. 1H. H-8): 8.31 (s. 1H. H-2) ppm. 
RMN31p (DMSO-d6) : 11.40 ppm. 

30 

N6-(4-M6thoxytriryl)9-(2-(0.0'-Bis(S-^ 

sufidyl) 2-thloethyl)) phosphonylmethoayethyl) adenine (12). 

Un melange de 296 mg (0.458 mmoles) de H avec 977 mg (2.29 
35 mmoles) de mono-O (4-methoxytrityl) dithiodiethanol (Z) dans 5 ml de 
pyridine est trait6 avec 341 mg ( 1.15 mmoles) de l-(2-mesitylenesulfonyl) 
3-nitro 1.2.4 triazole. Apres 3 jours, le melange react! nnel est dUue avec 
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du dichloromethane. lave avec une solution aqueuse saturee 
d'hydrogenocarbonate de sodium, puis avec de l'eau. La phase organique 
est sechee sur sulfate de sodium, concentree sous pression reduite. 
coevaporee avec du toluene et chromatographiee sur colonne de gel de 
5 silice (eluant : methanol (0-5%) dans le dichloromethane) pour dormer 330 
mg (53%) de 12.. 

12 : UV (EtOH) : X max 275 nm (e 28200) 
X min 253 nm (e 18300). 

10 SM (FAB negatif. NBA) : 1360 (M-H)"; 952 (M-MTrOCH2CH2SSCH 2 CH 2 )-. 
RMNlH (DMSO-d6) : 2.75 (t. 4H. 2 SCH2CH2OP. J = 6.3 Hz). 2.86 (t. 4H. 2 
SCH2CH 2 ONrrr, J *= 5.9 Hz): 3.19 (t. 4H. 2 CH^OMTr. J « 6.0 Hz): 3.68 (s. 
3H. CH3O): 3.69 (s. 6H. 2 CH3O): 3.83 (m. 4H. PCH2 et CH2CH2): 4,05 
(m. 4H. 2 CH2OP): 4.28 (t. 2H. CH 2 CH2, J = 4.6 Hz): 6,87-7.45 (m. 42H. 3 

15 Tr): 7.88 (s. 1H. H-8): 8.12 (s. 1H. H-2) ppm. 
RMN 31 P (DMSO-d6) : 22.09 ppm. 

9-(2-(0.0'-Bls(S-(2-hyeUaxyethyiBufldyl)2-thloe^^ 
ethyl) adenine (4J. 

20 

Le phosphotriester 12 (290 mg. 0.213 mmoles) est traite avec 15 ml 
du melange adde acetique/eau/meihanol (8:1:1) pendant 15 heures. Les 
solvants sont chasses par evaporation sous pression reduite et l'huile 
obtenue est coevaporee avec du toluene. Une purification sur colonne de 
25 gel de silice (61uant : methanol (0-8%) dans le dichloromethane) conduit a 
116 mg (90%) du compose 4 apres lyophilisation dans le melange 
eau/dioxanne. 

± : UV (EtOH) : k max 260 nm (e 14700) 
30 X min 228 nm (e 3600). 

SM (FAB positif. GD : 545 (M+H)+ 

RMNlH (DMSO-d6) : 2.80 (t 4H, 2 SCH2CH2OP. J s 6.4 Hz): 2.91 (t. 4H. 2 
SCH2CH2OH. J a 6.4 Hz): 3.61 (pseudo q, 4H. 2 Ci&OH, J * 6 Hz): 3.91 
(t. 2H. CH2CH2. J = 5.1 Hz): 3.95 (d. 2H. PCH 2 . J = 8.2 Hz): 4.15 (m. 4H. 2 
35 CH2OP): 4.32 (t 2H. CH 2 CH2, J = 5.0 Hz): 7.20 (si. 2H. NH 2 ): 8.08 (s. 1H, 
H-8): 8.14 (s, 1H. H-2) ppm. 
RMN31p (DMSO-d6) : 22.24 ppm. 
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EXEMPLE 5 : 

EVALUATION DE L'ACTIVITE ANTI-VIH 1 SUR LES CELLULES CEM 
ET MT-4 

5 V1H = virus de l'immunodeficience humaine 
MT-4 « cellule leucemique T humaine 
CEM « cellule lymphoblastoide T humaine 

La replication du VIH-1 (isolat LAI) dans les cellules CEM est 
10 mesuree par un dosage de la reverse transcriptase (RTase) dans le 
surnageant de culture apres 5 jours d'infection. Cette activity traduit la 
presence du virus libere par les cellules. Apres l'adsorption du virus, les 
composes testes sont ajoutes a differentes concentrations dans le milieu de 
culture. 

15 L'activite antivirale est exprimee par la concentration la plus faible 

de compose qui diminue la production de RTase d'au moins 50% (ED 50 ). 

L'effet toxique sur les CEM non infectees est apprecie par une 
reaction colorimetrique basee sur la capacite des cellules vivantes a 
reduire le bromure de 3-(4,5 dimethylthiazol-2-yl)-2,5 

20 diphenyltetrazolium en formazan apres 5 jours d'incubation en presence 
de differentes concentrations des composes. Les resultats sont exprimes 
par la concentration la plus faible de compose qui provoque une 
inhibition d'au moins 50% de la formation de formazan (CD50). 

Les composes exemplifies dans cette invention presentent les 

25 activites anti-HIV suivantes : 

. Compose 1 : 
EDgQ - CEM-TK". 4.10" 6 M (CDgo 7.10' 5 M) 
CEM-SS. 5. 10- 6 M (CDgo 9 * 10_5 M > 
MT4 . 2.10- 6 (CDsqS.IO-SM) 

. Compost 2 : 
EDgo - CEM-TK". 8. 10" 6 M (CDgo 8. 10' 5 M ) 
CEM-SS. 6. 1 0- 5 M (CDgo 1 0* 4 M ) 

35 
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. Compose 3 : 
EDgQ- CEM-TK". 7.10- 6 M (CDgQ 8. 10" 5 M) 
CEM-SS. 7. 10* 10 M (CDgo 8. 10" 5 M ) 
MT4 . 10- 9 M (CD5o8.10- 5 M) 

. Compost 4 : 
EDgQ - CEM-TK". 8.10- 8 M (CDgo : 4.10" 5 M) 
CEM-SS. 3.10" 6 M (CD5o> 10-*M) 
MT4 . 8.10' 7 M (CCgo: 2.10- 5 M) 

L'ensemble de ces donnees confinne bien qu'il y a eu liberation 
intraceUulaire du monophosphate nucleosidique. 
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ft PVFNDI CATIONS 

1 . Compost phosphotriester r^pondant a la formule g6n€rale I : 

O 

5 RO Nu 

I 

OR 

dans laquelle : 

- R est un radical -(CH 2 ) n -S-X 

10 Z 

il 

ou : - X repr£sente un radical -C-Y ou -S-U, 
- Z etant O ou S, 

Y et U repr£sentant un radical alkyle, aryle ou osidique, 
£ventuellement substitues notamment par un groupe OH, SH ou 
15 NH 2 et, 

n est 6gal k 1 k 4 de preference 1 ou 2 et, 

- Nu est un radical consistant en un reste d'un compost biologiquement 
actif ou le reste d£phosphoryl£ d'un compost qui est biologiquement 
actif lorsq'il porte un groupe phosphate ou phosphonate. 

20 

2. Compose selon la revendication 1 caract6ris6 en ce que X 
repr6sente -S-U et, U reprfisente le radical (CH 2 ) n i-Xi oix Xi repr£sente H f 
OH, SH ou NH 2 et ni est 6gal k 1 k 4 de preference 1 ou 2. 

25 3. Compose selon la revendication 2 caract6rise en ce que R 

repr6sente -<CH 2 ) 2 -S-S-(CH 2 ) 2 OH. 

4. Compost selon la revendication 1 caract6ris6 en ce que X 
repr6sente -C-Y et Y represente CH3 ou tBu. 

30 Z 

5. Compose selon la revendication 4 caract6ris£ en ce que R 
repr£sente -(CH 2 )n-S-C-CH 3 ou -(CH 2 ) n -S-C-tBu avec n=l ou 2. 

O o 
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6. Compost selon Tune des revendications 1 k S caracterise en ce 
que Nu represente un reste en 5' de nucleoside naturel, ou de derive de 
nucleoside naturel therapeutiquement actif ou dont le derive S'-(O) 
monophosphate ou 5' -(C) monophosphonate est therapeutiquement actif. 

S 

7. Compost selon la revendication 6 caracterise en ce que Nu 
represente un reste en 5* d'un derive de nucleoside naturel du type 2\ 3'- 
dideoxynucieoside ou 2% 3'-didehydronucieoside. 

10 8. Compose selon la revendication 7 caracterise en ce que Nu 

represente un reste en 5' de la ddU, ddT f ddC t de 1'AZT, ou tin derive de ces 
derniers substitue sur la base pyrimidique notamment en position 5 de 
celle-ci ou en 2' et 3' du cycle osidique. 

15 9* Compose selon Tune des revendications 1 k S caracterise en ce 

que Nu represente un reste d'analogue de nucleoside tel 
qu'un carbonucleoside, un phosphononucieoside ou un acyclonucl6oside. 

10. Compose selon la revendication 9 caracterise en ce que Nu est 
20 un radical du type methoxyalkyl -purine ou- pyrimidine de fonnule -CH 2 - 

Oalkyl purine ou- pyrimidine. 

11. Compose selon la revendication 10 caracterise en ce que Nu est 
un radical 3-hydroxy-2-methoxypropyl-purine ou pyrimidine de formule 

25 -CH2-0-CH(CH20H)-CH2-purine ou- pyrimidine ou, un radical 2-methoxyethyl- 
purine ou- pyrimidine de formule -C^-CK^IVpurine ou- pyrimidine. 

12. Procede de preparation d'un compose selon Tune des 
revendications 1 k 11 caracterise en ce que Ton prepare un compose de 

30 formule (I) dans lequel les groupes fonctionnels de R, et eventuellement 
de Nu f sont proteges par des groupes protecteurs appropries puis Ton 
deprotege lesdits groupes fonctionnels de R, et eventuellement de Nu, pour 
obtenir les composes de formule (I). 
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13. Procede selon la revendication 12 caracteris6 en ce que Ton fait 

r£agir un compost de formule (II) : 

O 
II 

O - P - Nu 
Ar 

ou Nu est 6ventuellement prot6g6, avec le compost de formule (III) : 
X-S-(CH2) n -OH ou X est proteg6 pour obtenir ledit compost de formule (I) 

proteg6 que Ton d6protfcge ensuite. 

14. Proced6 selon la revendication 13 caract6ris6 en ce que la 
reaction entre les composes de formules (II) et (III) se fait en presence 
d'un agent de condensation tel que le MSNT dans de la pyridine. 
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